ANNALES 
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA 
LUBLIN — POLONIA 
VOL. XXIV, 40 SECTIO D 1969 


Katedra i Zakład Botaniki Farmaceutycznej. Wydział Farmaceutyczny. 
Akademia Medyczna w Lublinie 
Kierownik: doc. dr n. przyr. Tadeusz Szynal 


Kazimiera GRZYCKA 


Badania nad zawartością DNA i objętością interfazowych jąder 
komórkowych w korzeniach Vicia faba L. 


MccieqoBaHMA cogepxanna JHK n 06BeMa MHTepcbasHbIx KJETOUHbIX Aep 
B Kopeuikax Vicia faba L. 


Untersuchungen über den DNS-Gehalt und das Volumen der interphasischen 
Zellkerne in den Wurzeln bei Vicia faba L. 


W dotychczasowych badaniach wiele uwagi poświęcono zmianom zachodzą- 
cym: 1) w jądrach komórkowych w okresie cyklu mitotycznego w merystemach 
roślinnych, oraz 2) w procesie cyklu endomitotycznego w czasie różnicowania się 
komórek i tkanek. Badania Tschermak-Woess i Hasitschka (1953), 
Tschermak-Woess i Doleżal (1956) a także Nagla (1968) uwzględniały 
zarówno zmiany objętości jąder interfazowych, jak też ich strukturę wewnętrzną. 
Podobne badania dotyczyły jąder w interfazie endomitotycznej (Tschemak- 
-Woess 1954, 1959). Równolegle z wymienionymi obserwacjami morfologicznymi 
prowadzone były badania biochemiczne i cytofotometryczne dotyczące zmian w za- 
wartości DNA jądrowego w komórkach merystematycznych (Deeley i wsp. 1957, 
McLeish i Sunderland 191, Woodard i wsp. 1961, Yokomura 1962, 
Grzycka 1967) 

Porównanie wyników badań, prowadzonych różnymi metodami, po- 
zwoliło na stwierdzenie występowania zależności między ilością DNA 
jądrowego a objętością i strukturą badanych jąder. Dla dokładnego wy- 
jaśnienia związków zachodzących między wymienionymi parametrami 
konieczne jest prowadzenie obserwacji dotyczących zarówno morfologii 
jąder, jak i zawartości DNA w poszczególnych stadiach cyklu jądrowego 
na tym samym materiale, podobnie jak to przeprowadził Nagl (1968) 
na komórkach merystematycznych Allium carinatum. 

W związku z powyższym podjęto próbę przeanalizowania stosunków 
zachodzących między objętością jąder interfazowych a zawartością 
w nich DNA w merystemie korzeniowym Vicia faba L. 
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MATERIAL I METODA 


Badania przeprowadzono na korzeniach Vicia faba L. Nasiona jednakowej 
wielkości kielkowaly w temp. 20° do 22°C na bibule zwilżonej wodą wodociągową. 
Po 4—5 dniach od wykielkowania, z korzeni o jednakowej długości (3—4 cm) odci- 
nano szczyt korzonka długości 3 mm. Materiał utrwalano w alkoholu absolut- 
nym + kwas octowy lodowaty (3:1), odwadniano w alkoholach i zamykano w pa- 
rafinie. Podłużne skrawki mikrotomowe grubości 10 u hydrolizowano w 1n HCI 
przy temp. 60°C i barwiono w odczynniku Schiffa. Badaniami objęto jądra inter- 
fazowe kory pierwotnej i walca osiowego z odcinka 1,5 do 3,0 mm. Z preparatów 
wykonywano zdjęcia przeglądowe, na których każde jądro interfazowe otrzymy- 
wało numer bieżący, aby można go było zidentyfikować przy obliczaniu objętości 
i zawartości DNA. Zawartość DNA oznaczano cytofotometrycznie przy użyciu foto- 
metru Zeissa typ II (Grzycka 1967). 

Dla obliczenia objętości jąder mierzono trzy średnice wg metody Tschermak- 
-Woess i Hasitschka (1953), a następnie uzyskane dane podstawiano do 
wzorów na objętość kuli lub elipsoidy. Łącznie przebadano 520 jąder, w tym 
260 kory pierwotnej i 260 walca osiowego. 


BADANIA WŁASNE 


Badania cytofotometryczne wykazują, że w odcinku 1,5 do 3,0 mm 
badanych korzeni Vicia faba L. jądra interfazowe pod względem zawar- 
tości DNA tworzą trzy zasadnicze klasy. Klasa 1 obejmuje jądra diplo- 
idalne (stadium Gy), klasę 2 tworzą jądra tetraploidalne (stadium Gə) i 3 
jądra oktoploidalne. Pomiędzy jądrami diploidalnymi i tetraploidalnymi, 
jak również między tetraploidalnymi i oktoploidalnymi występują 
grupy jąder o pośredniej zawartości DNA (stadium S). 

Wyniki uzyskane dla dwu badanych korzeni pod względem zawar- 
tości DNA ilustrują ryc. 1 i 3. Zgodnie z poprzednimi obserwacjami 
(Grzycka 1967), w obecnych badaniach stwierdzono również pewne 
różnice między korą pierwotną i walcem osiowym, co uwidocznione jest 
na rycinach. W korze pierwotnej wyróżniamy bcwiem 2 klasy jąder 
odpowiadające stadium G, orez Ga i mniej liczną grupę jąder stadium S, 
w walcu osiowym natomiast poza jądrami wymienionych klas wystę- 
pują jeszcze jądra oktoploidalne (8 C). 

Jądra kory pierwotnej mają kształt przeważnie kulisty, zaś w walcu 
osiowym wydłużony. Objętości jąder interfazowych kory pierwotnej 
tworzą w diagramie wyraźne dwa szczyty Gy i Ga (ryc. 2), zaś walca 
osiowego trzy szczyty odpowiadające jądrom diploidalnym, tetrapioidal- 
nym i oktoploidalnym (ryc. 4). 

Dla porównania zachowania się objętości jąder i zawartości DNA 
podczas interfazy podano tylko dane procentowe (średnie wartości cha- 
rakterystyczne dla jąder G, uznano za 100%). 


Badania nad zawartoscia DNA i 


Ryc. 1. Histogram zawartości DNA w ja- 
drach komórek kory pierwotnej korzeni 
Vicia faba L. Na osi rzędnych — ilość 


jąder, na osi odciętych wartości DNA 
w procentach 
Histogramm des DNS-Gehaltes in den 


Zellkernen der primären Wurzelrinde bei 
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Ryc. 2. Zestawienie objętości jąder ko- 


mórkowych kory pierwotnej korzeni Vicia 
faba L. Na osi rzędnych — ilość jąder, na 
osi odciętych — objętość jąder w procen- 
tach 
Aufstellung der Volumina der Zellkerne 
der primären Wurzelrinde, bei Vicia 
faba L. Auf der Ordinate — Anzahl der 
Kerne, auf der Abszisse — Kernvolumen 
in Prozenten 


Jądra posttelofazowe, znajdujące się w stadium G, posiadają więc 
średnie wartości DNA i objętości równe 100% w korze pierwotnej i wal- 
cu osiowym. Podezas syntezy DNA (stadium S) nieznacznie tyiko zwięk- 
sza się objętość jąder. Średnia wartość objętości wynosi dla kory 112%, 
a dla walca 114%, co w porównaniu ze średnimi objętości jąder G, 
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DNA (*%) 


Ryc. 3. Histogram zawartości DNA w jądrach komórek walca osiowego korzeni 
Vicia faba L. Na osi rzędnych — ilość jąder, na osi odciętych — wartość DNA 
w procentach 
Histogramm des DNS-Gehaltes in den Zellkernen des Wurzelzentralzylinders bei 
Vicia faba L. Auf der Ordinate — Anzahl der Kerne, auf der Abszisse — Wert 
der DNS in Prozenten 
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Ryc. 4. Zestawienie objętości jąder komórkowych walca osiowego korzeni Vicia 
faba L. Na osi rzędnych — ilość jąder, na osi odciętych — objętość jąder w pro- 
centach 
Aufstellung der Zelilkerne Volumina des Wurzelzentralzylinders bei Vicia faba L. 
Auf der Ordinate — Anzahl der Kerne, auf der Abszisse — Kernvolumen in Pro- 
zenten 
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(100%) daje minimalną różnicę. Średnia wartość DNA tych jąder wynosi 
146%. Jądra stadium Gs; wyróżniają się zdwojeniem zawartości DNA 
(4C), co stanowi 200%, a ich średnie objętości dla kory i walca równają 
się 178 i 174%. 

Czynnik wzrostu objętości jąder Gy i Ga w korze pierwotnej wynosi 
1,78, w walcu osiowym zaś 1,74, a jąder 4C i 8C — 3,12, natomiast za- 
wartość DNA wzrasta w korze pierwotnej jak 1:2, a w walcu osiowym 
1:2:4. 

W badaniach objętościowych pominięto jądra znajdujące się między 
4C i 8C z uwagi na to, Ze interesowano się głównie interfazą mito- 
tyczną, oraz stosunkami zachodzącymi pomiędzy zasadniczymi klasami 
jąder (2 C, 4C, 80). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Interfazowy wzrost jąder komórkowych w merystemie korzeni, jak 
też w innych tkankach roślinnych był ostatnio badany przez szereg 
autorów (Doleżal i Tschermak-Woess 1955, Tschermak- 
-Woess i Doleżal 1956, Tschermak-Woess i Dolezal- 
-Janisch 1956, Mäkinen 1963, Nagl 1967) z równoczesnym 
oznaczaniem zawartości DNA (Patau 1952, Nagl 1968). Okazało 
się, że zarówno DNA, jak i objętość jąder wzrastają od wartości 2 C do 
4C, a okres między 2C i 4C jest okresem syntezy DNA. 


Z naszych badań również wynika, że u Vicia faba L. wzrost interfa- 
zowy DNA i objętości jąder odbywają się między dwoma mitozami, co 
wyraża się 2-szczytowym dla kory pierwotnej i 3-szczytowym dla walca 
osiowego diagramem zawartości DNA i objętości jąder (ryc. 1, 2, 3 i 4). 
Zarówno w korze, jak i w walcu przy pierwszym szczycie grupują się 
jądra stadium Gy, przy drugim jądra Ga, a przy trzecim jądra oktoplo- 
idalne (8C), które są jądrami endomitotycznymi różnicujących się ko- 
mórek walca osiowego (Jensen 1961, Grzycka 1967). Mimo zależ- 
ności między objętością jąder i zawartością DNA podkreślić należy wy- 
stępujące też różnice. 

Wartości DNA w poszczególnych klasach wyrażają się stosunkiem 
1:2:4, natomiast średnie objętości jąder w tych samych klasach pozostają 
jak 1:1,78 w korze pierwotnej i 1:1,74:3,12 w walcu osiowym, co jest 
zgodne z wynikami Tschermak-Woess i Dolezal-Janisch 
(1956) dla Vicia faba i Nagla (1968) dla Allium carinatum. Według 
naszych obserwacji objętość jąder interfazowych wzrasta nie według 
czynnika 2, jak w przypadku wzrostu zawartości DNA, ale według czyn- 
nika niższego, o czym wspominają Doleżal i Tschermak- 
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-Woess (195), Tschermak-Woess i Dolezal-Janisch 
(1956) i Nagl (1968). : 

Przy porównaniu objętości i zawartości DNA jąder tetraploidalnych 
i oktoploidalnych w tkankach różnicujących się, gdzie wartość DNA 
wzrasta od 2:4, czynnik wzrostu objętości jeszcze bardziej maleje, sta- 
nowi bowiem 1,17: 3,12. Podobne wyniki uzyskali w badaniach nad korze- 
niami Rhoeo discolor Doleżal i Tschermak-Woess (1955). 

Natomiast jądra znajdujące się w stadium S, aktualnie syntetyzujące 
DNA, które pod względem zawartości DNA stanowią grupę pośrednią 
między jądrami Gy i G (ryc. 1 i 3) objętościowo nieznacznie przewyż- 
szają jądra stadium Gy. Średnia objętość tych jąder wynosi 112% w ko- 
rze i 114% w walcu, podczas gdy średnie objętości jąder stadium Gy 
wynoszą w korze i walcu 100%. Różnice między wzrostem zawartości 
DNA i objętości jąder wynikają ze stwierdzenia, że wzrost objętości 
jąder (stadium S) zachodzi dopiero po zakończeniu syntezy DNA (Nagl 
1968), a zatem średnie wartości DNA tych jąder leżą między wartościami 
dla G; i Gy, a ich średnia objętość jest zbliżona do objętości jąder Gy. 
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PE3IOME 


B pa6ore ormcanbI KCCJIETOBAHMA MUHTEepcpa3HBIX KJIETOUHBIX Aep KO- 
peLikoBoji MepucTeMbi Vicia faba L. B rnepBuuHoji Kope u HeHTpaJIbHOM 
UMAMHAPF UCCJIEJYEMKIX KODPELIKOB HOĄCHUTBIBAJIM OÓBbEM Tex AMEP, B 
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KOTOPbIX ANA 3Toń Leim HIPeĄBAapHTEJIBHO IMTOCDOTOMEeTpM4YecKNn 0603Ha- 
qan coqepzxaHne HK. IlonyueHHble pe3yJIbTAaTbI YKAZBIBAIOT, IPMHH- 
Maf BO BHMMaHMe cogepxanne MHK, Ha xapakTepHoe NJIA KOPELIKOBBIX 
MepkCTEM Ą4eJIEHMe Aep Ha 2 OCHOBHBIX KJlacca (G; u Gə) B TIEPBMUHON 
Kope, a TakKe Ha 3 KJiacca — 2C, 4C, 8C B NeHTpaJlbHOM UMJIMHAPE. 
O6beMBI uCCJIENYEMBIX AEP, PABHO KaK u pa3MELISHKE JIHK, oópazyrot 
ABYXBEPIIMHHyFO AMarpamMy B IepBMUHOH KOpe M TPEXBEPINMHHYIO B 
HEHTPAJIBHOM QMJINHAPE. 

Kpome cylnecTByrolneji cBA3M ME3KAY OÓŁeMOM ANEeP u comep>Kanmem 
B HuX MHK Bbicrynaror TaK>Ke HeKoTopble pAa3HMIBI. BbIUKCJIAA B OT- 
Ą4EJIBHBIX KJlaccax CpenHMe BEJIMUMHbI IHK Ha agpo monyunsm OTHOLIE- 
Hne 1:2 aA NepBMUHOŃi KopbI u 1:2:4 NIA HEHTPAJIBHOTO IMJIMHJĄPA, B TO 
BpeMA KaK CpegHne OÓBEMBI ANEP B TEX XKE CAMBIX KJIACCAX MMEIOT OT- 
HouieHna 1:1,78 B mepBuuHoi kope u 1:1,74:3,12 B NEeHTpaJIbHOM UNMJIMHL- 
pe. Kpome Toro, aapa, HaxoqaAliieca B S nepnone, HPpUHUMAA BO BHMMA- 
Hne conep»kanme MHK, cocTaBJIaroT upoMEXYTOUHY1O rpynny Mexly AA- 
pamn Gy M G m no OÓBEeMy HEMHOTO IIpeBBILIIAIoT Anpa M3 nepuoha 
G;. CpeaqHnńi o6bem 3rux agep pasen 112% s kope u 114% B mEHTpanp- 
HOM IMJIMHApe, a cpeąHnii 0Öbem agep mepnona G; paBeH B Kope u B 
NHEHTPAJIBHOM IMANHApe 100%. 


ZUSAMMENFASSUNG 


In dieser Arbeit wurden die interphasischen Zelikerne des Wurzei- 
meristem bei Vicia faba L. untersucht. Der DNS-Gehalt in den einzelnen 
Kernen wurde zytophotometrisch bestimmt und anschliessend das Volu- 
men dieser Kerne in der primaren Rinde und in dem Zentralzylinder 
der untersuchten Wurzel berechnet. Die erhobenen Befunde erlauben 
eine Verteilung der Zellkerne charakteristisch für Wurzelmeristemen, 
unter Berücksichtigung des DNS-Gehaltes, auf 2 grundsätzliche Klassen 
(G; und G,) in der primären Rinde und 3 Klassen — 2C, 4C und 8C in 
dem Zentralzylinder. Die Volumina der untersuchten Kerne, ebenso wie 
die Verteilung der DNS bilden 2-gipfeligen in der primären Rinde und 
3-gipfeligen Diagramm in dem Zentralzylinder. 


Trotz unzweifelhafter Beziehung zwischen Zunahme der Kernvolu- 
mina und ihrem DNS-Gehalt, bestehen auch gewisse Unterschiede. Bei 
Umrechnung des mittleren DNS-Gehaltes auf ein Kern in den einzelnen 
Klassen erhalten wir ein Verhältnis 1:2 für die primäre Rinde und ein 
Verhältnis 1:2:4 für den Zentralzylinder, während die Mittelwerte der 
Kernvolumina in denselben Klassen bleiben gegeneinander im Ver- 
hältnis 1:1,78 in der primären Rinde und 1:1,74:3,12 in dem Zentral- 
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zylinder. Ausserdem Kerne, die sich in Stadium S befinden, welche 
hinsichtlich des DNS-Gehaltes eine mittelbare Gruppe zwischen den 
Kernen G, und G, bilden, übertreffen volumenmässig wenig die Kerne 
des Stadiums G,. Das mittlere Volumen dieser Kerne beträgt nämlich 
112 proz. in der Rinde und 114 proz. im Zentralzylinder, und das mittlere 
Kernvolumen im Stadium G, beträgt für die Rinde und für den Zen- 
tralzylinder 100 proz. 
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